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纯化眼镜蛇类毒素的稳定性的研究 

Y．KAWAMURA 和 Y．SAWAI 

(日 本 蛇 粪 研 究 所) 

已有一些科学工作者对眼镜蛇毒类毒素的 

纯化、失活和免疫进行了广泛 的 研 究 (Sawal 

等， 1973；Fukuyama， 1 974； Fukuyama 和 

sawai，19 74>。还有报道说，眼镜蛇毒类毒素， 

在 37℃ 条件下保存 20天后，给鼠腹腔注射．能 

致死；而保存在 4℃ 或保存在 37℃ 冻干的类毒 

素则 无 毒性 (Fukuyama 和 Saw ， 1975； 

Sa．wai和 Vukuyama， 1 978)。 本 文是 有 关 

台湾眼镜蛇毒类毒素的纯化、稳定性及其免疫 

原性的研究。 

材 料 和 方 法 

台湾眼镜蛇 (Naja Na扣 atra)毒液由 日 

本蛇类研究所提供。用乙醇分级分离蛇毒的操 

作步骤如下：把百分之--(20mg／m1)的原毒液 

(粗提毒液)溶予 tool／L／S0的磷酸盐缓冲液中 

(PBS)，pH 7．0，温度保持在 5℃，逐渐加入浓 

度为 20％ 的纯乙醇，然后将其保持在一5℃，经 

过 30分钟，再放入冷冻离心机中，每分钟 8，0oo 

转，离心 l5分钟。所得沉淀物溶于磷酸盐缓冲 

液中，保存在 2屯 (F-)。 上清液进一步加入纯 

乙醇，使浓度增到 70％。 溶液于--20"C保持 2 

小时后离心，使沉淀物从上清液中分出 (F，)，溶 

于磷酸盐缓冲液中 (F：)。分离出的各部分用 自 

来水反复透析除去乙醇后，冻干。 

致死毒性检测，将 0．2 ml连续稀释的原毒 

液或冻干的分离物腹腔注射到 20g重的 5只鼠 

内，注射 24小时后，用 Litchfield和 Wilcoxon 

的方法计算这些溶液的 LD 剂量。 

免疫扩散试验，是用 Ouchterlony的双向 

扩散法研究原毒液和各部分毒液之 间 的 关 系 

(ou*hterlony，1948)。 

用福尔马林去毒及类毒素的稳定性 试 验 ， 

按如下步骤进行。 在不同数量的经提 纯 的 F 

部分和含量范围为 O 25至 4 mg的原毒液 溶 液 

内，加入不同浓度的福尔马林 ，从 0．5—6％，划 

分为二个或四个不同剂量 ，闻 隔 一 周，温 度 

37"(2o 每次加了福尔马林后，将溶液 DH调整 

到 7．O。首次加福尔马林四周后，各溶液用自来 

水反复透析以去除福尔马林 ，并检测其毒性 ，即 

将 O．5ml溶液经 37℃ 保温 20天或将未经温育 

的溶液腹腔注射到 5只鼠内。 

眼镜蛇类毒素的纯化制剂 (F )及 原 毒 液 

的处理按 F列操作步骤进行。将百分之二 (20 

mglm1)的 F 分离物或原毒液溶于 tool／L／60 

PBS中，pH7．0，将 5． ％的福尔马林分为 8 

个剂量加入，共 7周，间隔一周一次，温度37℃。 

最届一次加入福尔马林后一周，检查这些娄毒 

素的去毒情况 ，然后用自来水反复透析 4小时 ， 

再用 mol／L／60醋酸缓 冲 液 (pH 6．O)．温度 

5℃ F，透析 4天，以去涂福尔马林。类毒素的 

蛋白质含量用光度测定法，调节到 2mg／mI，并 

经过微孔滤器除菌。 将相同数量的氢氧 化 铝 

(2．5mg／m1)，作为佐剂加进类毒素，井加0 01％ 

香料 (thymerosa1)作为防腐剂。 · 

类毒素的免疫原性试验 是 把 0．5ml的 每 

(部分)份毒素皮下注人重量为 400g的雌 性 豚 

鼠，间隔四周，在最后一次注射后两周，从被免 

疫豚鼠中t取血铡定。 

同时利用体重为3．Okg的兔子进行类毒素 

皮下注射，l，0m!和 1 5ml的各 2剂，间 隔 时 

间同上述，在第三次殛第四次注射后两周，从这 

些动物抽出部分血液测定 (从受试动物体内采 

取血液样本)o 
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囊 3 甩一t蛇霉羹鼍素免癌的抗毒液中和结果 

趸其抗毒作用 

免 劓
G．2
嗷
ml

魑(1 注射毒泼 存活 
(mg) 

2 1．5． 1．8 2 S 

5 l-6，I-8，I．2 2 S 

A7 S 

l l-‘，2-I，1．t 4 S 

3 2．‘，2-6，I．0 6 S 

8 1．j，ttB，l-3 6 S 

15 1．I． 1．5 2 S 

14 1·2，1-4，1-0 2 S 

10 3 D 

B12 1．4． 1．4 3 D 

9 1．0． 1．5 4 D 

l 4 D 

A：甩 F 类毒素免疫。 Bl原毒液类毒素免疫。 屠小致 

死墨由 O·2ml抗毒液种和。1、2、5：l和 2表示分别给 兔 } 

和 4剂量娄毒素后，从兔抽取血清的抗霉液水平。 3表示 6 

十月后的抗毒液水平。 s：存活。D24小对致死。 I mg是在 

兔中的最小致死量。 

鼠皮下注射。 对照组，配制浓度范围在 11 29 

至 1 B．18 g的毒液 0 1ml给鼠注 射，方 法 同 

上 

注射 24小时后，抗毒液的抗致死量与毒液 

(15．02 g)的最小致死量的复合量一样 计 算。 

从表 2可以看出，用 类毒素免疫血清的抗毒 

素水平范鼠为 1．2l至 2l4 g，而用原毒 液 类 

毒素免疫的却是’1．1到 l_21 g。 

抽血一周后，给这些脉鼠肌肉注射不同量 

的原毒液，范围为 0．3至 l_2 mg，并观察抵抗毒 

素的效果 48小时。 从表 2中可以看出，大多 

数用 Fz类 毒素免疫的际鼠能够抵抗 1—4个 

i'll Ds的毒素的毒性而存活下来。而用原毒液 

粪毒素免疫的际鼠刚只能抵抗 1或 2个最小致 

死量的毒素的毒性。 

另一方面，在表 3中可以看出被免疫兔的 

血清抗类毒素的水平，当兔用 3或 4剂量的 

类毒素免疫后，其可由 0．2 ml抗毒液中和的最 

小致死量分 别 变 动 于 1．4—2．4 g和 1．8—2．6 

pg范围之间，而那些用原毒液类毒素免 疫 的 

兔，其类毒素相应数值范围却分别 为 1．0至 1．4 

g和 1．1—1．5 g。 6个月后抗毒液的水 平 减 

少到 1 0或 1．3 pg。 

在保护作用试验中，一些兔肌 肉注射不同 

数量的原毒液，范围在 2 mg(2塌小致死量)到 

6mg，如表 3所示，用 R类毒素免疫的兔全部 

存活，而用原毒液类毒素免疫的那些兔中，只有 

2只能够抵抗 2 mg原毒液的毒性而存活。 

表 3概括了鼠和兔血液中抗毒素水平的高 

低和对抗原毒液毒性大小之间的关系。从表中 

可以看出，其血液的中和剂量超过 1．5最小 致 

死量 (0．2ml抗毒素中和的毒素超 过 1．5最 小 

致死量的豚鼠似乎能 抵 抗 1 3或 1．2mg(1—4 

个最小致死量)的毒素。 而血液中抗毒素水平 

相同的兔子 U能抵抗 (2—6个最小致死量)的 

毒性而存活下来。因此，血液中抗致死抗毒素 

水平与可忍受的毒素量大小之间存在着一定的 

相互关系。 

讨 论 

据先前的报道(sawai and Fukuyama yama， 

1978)不可能用诸如：氨基酸、精氨酸、谷氨酸 

钠盐、丙氨酸、半船氨酸来阻止类毒素的毒性的 

回复。但是，由增加去毒用的福尔马林的浓度 

成功地防止了毒性的回复，尽管由于类毒素的 

蛋白质含量不同，福尔马林的最适浓度也不同。 

这样，解除 0．5 ml中台有 4 nag类毒素的蛋白质 

的毒性 ，防止其回复，则需要 5或 6为 的福尔马 

林。 

还有报道t 在硫酸铵盐解除原毒液或毒 

液分离成毒性的过程中出现了大量的沉淀 物， 

而加进 L一救氢酸或 L一耩 陵可 防 止 沉淀。 

然而，用乙醇处零道的B 分级舟离物并不出现 

沉淀。因此， Fi凳毒素洙茯；肴上面所述的优点， 

而且与凛毒液的类毒素相比，具有较好的稳定 

性和对实验动物的抗原性o 
(商孝同译自LThe。SNAK~，1954 V(16)，27—32]荆每梅被) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

